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El fósforo (P) es un elemento mineral esencial para el crecimiento y desarrollo de 
las plantas superiores y su deficiencia afecta marcadamente la productividad de los 
cultivos. La adición de fertilizantes fosforados es una práctica común basada en el uso de 
rocas minerales, lo cual impone una fuerte dependencia de un recurso finito con 
potenciales efectos negativos sobre el ambiente. El objetivo principal de este trabajo es 
evaluar si el óxido nítrico (NO) afecta las modificaciones en la arquitectura radical 
desencadenadas como consecuencia de la deficiencia de P en plantas de trigo. Los 
resultados obtenidos permitieron observar que las plantas restringidas en P asignaron 
más biomasa a las raíces respecto a las plantas cultivadas con niveles suficientes de P, y 
mostraron un sistema radical más ramificado. Bajo las condiciones experimentales 
utilizadas, en los tiempos ensayados hasta el momento, el NO tendió a contrarrestar los 
efectos de la restricción de P en la arquitectura del sistema radical, lo cual podría estar 
relacionado con el cambio en la distribución de P entre las raíces y la parte aérea. Resta 
evaluar si este efecto puede deberse a cambios en la distribución de P disponible que 





1.1 Importancia del fósforo para las plantas 
En las plantas superiores está bien establecido que existen 17 elementos 
minerales esenciales, y el fósforo es uno de ellos. Junto con el nitrógeno, potasio, azufre, 
calcio y magnesio, forma parte del grupo de los macronutrientes ya que su presencia en 
los tejidos está siempre por encima de 30 μmol g-1 de peso seco (0,1% m/m en base 
seca) (Azcón-Bieto y Talón, 2008). 
En las plantas, el fósforo se encuentra como fosfato (PO4 3-), ya sea en forma libre 
o formando parte de compuestos orgánicos, principalmente como éster fosfórico con 
grupos hidroxilos, o formando enlaces anhídridos ricos en energía, como es el caso del 
ATP o del ADP. Desempeña, por tanto, un papel clave en la fotosíntesis, en la respiración 
y en todo el metabolismo energético (Fernández, 2007). Asimismo, tiene un papel 
importante en muchas moléculas y estructuras celulares, como los ácidos nucleicos y los 
fosfolípidos, los cuales son fundamentales en las membranas; y participa en numerosas 
reacciones de intercambio, actuando como transductor de energía química, y también en 
procesos de señalización celular (Epstein y Bloom, 2005). Una parte importante del P en 
la planta se encuentra en forma iónica libre: el 75 % en las vacuolas y el 25 % restante en 
la matriz y las organelas citoplasmáticas, en equilibrio con los ciclos metabólicos (Azcón-
Bieto y Talón, 2008). 
Las plantas, adquieren el P fundamentalmente en forma de iones ortofosfato de la 
solución del suelo en la cual se encuentra en bajas concentraciones, preferentemente 
como H2PO4- en suelos con un pH inferior a 7 y como anión divalente HPO42- en suelos 
alcalinos (Vance y col., 2003). Entre los nutrientes esenciales, el P a menudo limita la 
productividad de la planta debido a su baja movilidad en el suelo (Holford, 1997). 
1.2 El P en el suelo 
En la figura 1, se visualiza el ciclo del P en el suelo, el cual es un sistema dinámico 
y complejo que involucra la acumulación del elemento en la biomasa microbiana, materia 
orgánica y formas inorgánicas. La presencia de P en los diferentes tipos de rocas 
fosfatadas del suelo tales como apatita, fluorapatita, vivianita, etc., constituye 
aproximadamente el 0,12 % de la corteza terrestre (Brady y Weil, 1999). Estas rocas 
sufren un proceso de desintegración debido a fenómenos físicos (intemperie, erosión o 
desplazamientos geológicos) o químicos (reacciones internas y externas de los 
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compuestos que se hallan en las rocas), que va liberando su contenido de P, que se 
integra a los nutrientes del suelo. Sin embargo, estos aportes naturales de P al suelo son 
mínimos, por tal motivo la principal fuente de este nutriente para los cultivos es aportada a 
través de fertilizantes.  
Una fracción pequeña del P del suelo se encuentra en forma soluble, que está en 
equilibrio con la fracción lábil que comprende el P orgánico fácilmente mineralizable y P 
débilmente adsorbido a las arcillas coloidales. La mayor parte está en formas insolubles o 
fijadas, principalmente como minerales primarios fosfatados, humus, fosfatos insolubles 
de calcio, hierro y aluminio, y fosfatos fijados por los óxidos y minerales silicatados 
(Picone y Zamuner, 2002). 
Los residuos de plantas, animales y microorganismos, que liberan compuestos 
como ácidos nucleicos, fosfolípidos y ésteres, constituyen la principal fuente de P 
orgánico, que representa entre un 30 y un 60% del P total. La mineralización de éstos, 
retornándolos a HPO42- y H2PO4- (Pi), permite el reciclaje del elemento para que regrese a 
la biota (Rincón y Gutiérrez, 2012). El P es utilizado por organismos autótrofos y 
heterótrofos, incluidos los descomponedores, en la cadena trófica, para ser devueltos por 
estos últimos. La disponibilidad de estos iones está fuertemente influenciada por el pH del 






Figura 1. Ciclo del P en el suelo: las flechas de color verde ( ) indican las entradas de P, las 
flechas de color negro ( ) hacen referencia a las pérdidas de P del sistema, mientras que 
las flechas rojas ( ) indican las transformaciones que atraviesa el P en el ciclo (modificado 
de Conti, 2000). 
1.3 Situación general de los suelos productivos de la Región Pampeana de 
Argentina 
La agricultura en la Argentina se ha intensificado en los últimos años 
incrementándose la producción de los principales granos (soja, maíz, trigo y girasol) de 34 
a 143 millones de toneladas entre 1990 y 2019 (Casas, 2006; INTA, 2019). Este aumento 
produjo paralelamente un deterioro en la calidad del recurso suelo, considerado 
estratégico por ser de naturaleza no renovable. El proceso de degradación del recurso 
está asociado con la intensidad de las labranzas, la explotación de suelos con 
capacidades de uso no agrícolas, la duración de los ciclos agrícolas, la tendencia al 
monocultivo y la no reposición de nutrientes, entre otros factores (Andrade y col., 2017; 
Cruzate y Casas, 2012), y se pone de manifiesto en la pérdida de propiedades físicas, 
químicas y biológicas.  
La continua remoción de P por parte de los cultivos y la escasa reposición (García, 
2001) han resultado en una disminución del P disponible. Este balance negativo de 
nutrientes sumado a la disminución del porcentaje de materia orgánica y acidificación de 
los suelos, entre otros factores, conduce a que los suelos se vayan empobreciendo 
progresivamente (Cruzate y Casas, 2012; Álvarez y col, 2009) y vean reducida su 
fertilidad pudiendo afectar seriamente la producción (rendimiento y biomasa no 
cosechada) (García y Berardo, 2005; Grasso y González Sanjuan, 2018). 
Según estudios realizados por Vázquez (2002) y Richardson (2001), las fuentes de 
ganancia de P del suelo son muy reducidas, ya que los aportes por la vía de la 
meteorización, por la vía atmosférica, por la lixiviación y por sedimentaciones a partir de 
procesos erosivos son mínimos y muy fluctuantes. Esta situación provoca que el P 
disponible en el suelo sea insuficiente para las plantas, y esta deficiencia, en el caso de 
los cultivos, sólo se pueda paliar con la aplicación de fertilizantes fosforados. 
1.4 Uso de fertilizantes fosforados y microorganismos 
La adición de fertilizantes fosforados es una práctica común basada en el uso de 
las rocas minerales de P, lo cual impone una fuerte dependencia de un recurso finito con 
potenciales efectos negativos sobre el ambiente (Ashley y col., 2011), ya que una parte 
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del P agregado en exceso al suelo es fácilmente conducida por cursos de agua, 
provocando eutrofización y daño ambiental (Gilbert, 2009). La materia prima que se usa 
para la fabricación de fertilizantes fosforados es la apatita, un producto de la minería. Las 
minas de P existentes podrán explotarse entre 60 a 130 años más, indicando que la 
producción de este nutriente declinará en cantidad con el consecuente aumento de los 
costos (García Cartagena, 2012). 
Sumado a esto, si bien la fertilización fosforada ha tenido una evolución histórica 
favorable, en relación a la reposición del elemento, no es suficiente para restablecer la 
fertilidad natural de los suelos. Entonces, dado que la mayoría de los suelos del mundo 
son deficientes en P disponible para las plantas y que los fertilizantes fosforados 
representan un costo significativo para la producción agrícola a nivel mundial, uno de los 
desafíos actuales que enfrenta el sector agropecuario es garantizar la nutrición adecuada 
de los cultivos para mantener el rendimiento, mediante un uso sustentable y adecuado de 
los fertilizantes y también a través del uso de microorganismos (Vázquez, 2002).  
En este sentido, es importante mencionar que casi todas las especies de plantas 
superiores forman simbiosis con hongos del suelo y la adquisición de nutrientes  está 
mediada en gran medida por esta asociación (Behie y Bidochka, 2014). Debido a ello es 
que existe un fuerte interés en utilizar microorganismos del suelo, incluidos los hongos 
micorríticos arbusculares (MA), como inoculantes para movilizar el P de fuentes 
escasamente disponibles en el suelo hacia las raíces de las plantas, y también para que 
ayuden a aumentar la efectividad agronómica de los fertilizantes (Richardson, 2001).  
1.5 Deficiencia de P y cambios en la arquitectura de la raíz 
La capacidad de las plantas para acceder al P bajo condiciones limitantes de este 
nutriente depende de importantes rasgos de aclimatación como la excreción de ácidos 
orgánicos, la acidificación de la rizósfera y una mayor capacidad para explorar diferentes 
zonas del suelo (Schachtman y col., 1998; López Bucio y col., 2000). En este sentido, se 
ha observado una modificación en la arquitectura de la raíz en diversas especies, con el 
objetivo aparente de aumentar la superficie de absorción (Bates y Lynch, 1996; López-
Bucio y col., 2002). 
Ha sido descripto que la baja disponibilidad de P promueve el desarrollo de un 
sistema radical altamente ramificado, caracterizado por la formación de raíces laterales y 
pelos radicales en plantas de Arabidopsis thaliana (López-Bucio, 2002; Pérez-Torres y 
col., 2008; Sánchez-Calderón y col., 2005; Williamson y col., 2001). Chevalier y 
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colaboradores (2003) estudiaron el efecto de la baja disponibilidad de P sobre el sistema 
radical en sesenta y tres ecotipos de Arabidopsis y encontraron que en la mitad de los 
mismos prevalecía una reducción en el crecimiento de la raíz primaria. En contraste, un 
25% de los ecotipos no respondieron y en el restante 25% se presentó una elongación de 
la raíz primaria. Por lo tanto, se puede decir que el crecimiento de la raíz primaria en 
condiciones de deficiencia de P muestra variaciones entre especies y genotipos, y 
también depende de la duración y magnitud de la deficiencia. 
Otras especies nativas y cultivadas que fueron expuestas a deficiencia de P, como por 
ejemplo Brassica nigra (Carswell y col.,1996), arroz (Oryza sativa) (Shimizu y col., 2004), 
poroto común (Phaseolus vulgaris) (Borch y col., 1999), lupino blanco (Lupinus albus) 
(Johnson y col.,1996) y tomate (Solanum lycopersicum) (Kim y col., 2008), presentaron 
tanto una reducción en el crecimiento de la raíz primaria como una mayor ramificación del 
sistema radical, resultado de un aumento en el número y longitud de raíces laterales y una 
mayor densidad de pelos radicales. La ramificación de la raíz es un factor determinante de 
su arquitectura, cuyo desarrollo provoca una considerable contribución a la configuración 
espacial del sistema radical en el suelo y determina sustancialmente la capacidad de una 
planta para asegurar el anclaje y la absorción de agua y nutrientes (Malamy, 2005). Ma y 
colaboradores (2001), así como también López- Bucio y colaboradores (2003) cultivaron 
plantas de Arabidopsis en medios asépticos con distintas concentraciones de P y llegaron 
a la conclusión que la densidad de los pelos radicales fue altamente regulada por la 
disponibilidad de P, aumentando significativamente en raíces expuestas a baja 
disponibilidad del nutriente. Además, en lupino blanco (Johnson y col.,1996), se observó 
la formación de raíces proteoides, que son densos conglomerados de raíces laterales 
cortas y densamente espaciadas que mejoran la absorción de nutrientes, posiblemente 
modificando químicamente el ambiente del suelo para incrementar la solubilización de los 
mismos.  
1.6 El óxido nítrico (NO) como molécula de respuesta al estrés nutricional 
Las plantas se enfrentan frecuentemente a condiciones de estrés abiótico tales 
como baja disponibilidad de nutrientes, salinidad, sequía, radiación ultravioleta y 
temperaturas extremas, que pueden influir en los procesos de desarrollo y conducir a la 
restricción del crecimiento. La capacidad de las plantas para responder y sobrevivir bajo 
condiciones de estrés ambiental implica eventos de detección y señalización donde el NO 
se convierte en un componente crítico que media las acciones hormonales, interactuando 
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con especies reactivas del oxígeno (ROS), modificando la expresión génica y la actividad 
de proteínas (Simontacchi y col., 2015).  
Se ha propuesto un rol para el NO como regulador de la morfología de la raíz 
siendo capaz de modificar la arquitectura de la misma, promoviendo el crecimiento de 
raíces laterales y el desarrollo de pelos radicales, e inhibiendo la elongación de la raíz 
primaria (Lombardo y col., 2006; Correa-Aragunde y col., 2004). También está involucrado 
en respuestas gravitrópicas y en las diferentes etapas de la interacción simbiótica 
leguminosa-rizobio (Hu y Zhang, 2005). Desempeña un papel central en la formación de 
raíces adventicias en pepino (Cucumis sativus) (Pagnussat y col., 2003, 2004), raíces de 
la corona en arroz (Xiong y col., 2009) e iniciación de raíces laterales en tomate y maíz 
(Zea mays) (Correa-Aragunde y col., 2004; Creus y col., 2005; Zandonadi y col., 2010). 
Además, se ha evidenciado que el NO está involucrado en la respuesta fisiológica de la 
raíz a la deficiencia de hierro (Fe) en tomate (Graziano y Lamattina, 2007). 
Wang y colaboradores (2010) describieron por primera vez una relación entre la 
producción de NO y la deficiencia de P en raíces de lupino blanco. La deficiencia de P 
produjo un incremento en la producción de NO en los ápices de las raíces primarias y 
laterales, y el tratamiento con un dador de NO aumentó el número de raíces laterales. 
Además, otras respuestas, como la exudación de citrato por diferentes segmentos de la 
raíz, se correlacionaron con los niveles de NO. Meng y colaboradores (2012) investigaron 
un posible papel del NO sobre el número y longitud de raíces proteoides en plantas de 
lupino blanco cultivadas en distintas condiciones de deficiencia y suficiencia de Fe y P, 
llegando a la conclusión que las plantas que fueron cultivadas en condiciones de 
deficiencia de P presentaron mayor formación de raíces proteoides (y de mayor longitud) 
con respecto a las plantas que crecieron en condiciones de suficiencia de P, 
independientemente del nivel de Fe. Al agregar NO (mediante la aplicación de un dador) 
el número de raíces proteoides aumentó significativamente en todos los niveles de P y Fe 
ensayados.  
Más recientemente, se ha informado un aumento de los niveles de NO en raíces 
de Arabidopsis thaliana cultivadas sin P en el medio (Royo y col., 2015). Además ha sido 
descripto que la exposición al NO exógeno influencia ciertas respuestas típicas a la 
deficiencia de P en plantas de maíz, tales como la acidificación del medio y el aumento de 
la actividad de las fosfatasas ácidas, entre otras (Ramos Artuso y col., 2018). En este 
contexto, resulta interesante explorar si el NO puede también participar en respuestas de 
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aclimatación a la deficiencia de P, en particular sobre la arquitectura radical, en otras 
especies como el trigo. El conocimiento de los mecanismos involucrados y la regulación 
de las respuestas desencadenadas brindarán herramientas que permitirán a largo plazo el 
mejoramiento de los cultivos y la selección de líneas con mayor eficiencia de uso de P, 
llevando en último término a un menor requerimiento y la optimización de la aplicación de 
fertilizantes. 
1.7- Hipótesis y objetivos del plan de trabajo a realizar  
1.7.1- Hipótesis 
El plan de trabajo se basa en la hipótesis general que el NO interviene en las 
respuestas de aclimatación de las plantas de trigo a la deficiencia de P en el medio, 
modificando la arquitectura de las raíces en pos de aumentar la superficie radical y 
favorecer su captura. 
1.7.2- Objetivo general 
El objetivo principal de este trabajo es evaluar si el NO afecta las modificaciones en 
la arquitectura radical desencadenadas como consecuencia de la deficiencia de P en 
plantas de trigo.  
1.7.3- Objetivos específicos  
1- Caracterizar los cambios morfológicos y bioquímicos en plantas de trigo cultivadas en 
condiciones de deficiencia de P. 
2- Analizar el papel del NO en la modificación de la arquitectura de raíces de plantas 
sometidas a restricción de P. 
2. Métodos y técnicas empleados  
 
2.1. Material vegetal, cultivo y tratamientos 
2.1.1- Material vegetal, germinación y condiciones de la cámara de cultivo  
Los experimentos se llevaron a cabo con plantas de trigo (Triticum aestivum) del 
cultivar Maringa propagadas por el grupo de trabajo. En primer lugar, las semillas se 
desinfectaron por inmersión en solución de hipoclorito de sodio comercial al 5% v/v 
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durante 3 minutos. Se enjuagaron con agua destilada y se incubaron en bandejas 
cerradas, sobre algodón y papel de filtro humedecidos, durante 48 horas en heladera, a 4-
5 °C, a fin de sincronizar la germinación. Una vez sincronizadas, las semillas se pusieron 
a germinar en las macetas de 0,7 L, en hidroponia, con solución de Hoagland modificada 
(Buet y col., 2014), pH 5,9-6,0 ajustado con Ca(OH)2 con aireación continua, en un cuarto 
de cultivo a una temperatura de 22°C y fotoperíodo largo (16 horas de luz/8 horas de 
oscuridad) (Figura 2., A y B).  
 
Figura 2. A. Semillas en maceta al inicio del experimento. B. Plántulas en el cuarto de 
cultivo. 
2.1.2- Solución nutritiva 
En la Tabla 1, se muestra la composición de la solución nutritiva Hoagland 
modificada, con las concentraciones de cada nutriente. Como regulador de pH, se utilizó 
el ácido 2-N-morfolino-etanosulfónico (MES), agregado en concentración 2,5 mM. La 
solución se renovó completamente según el crecimiento y absorción de las plantas para 
asegurar una óptima provisión de nutrientes.  





Se realizaron una serie de experimentos preliminares a fin de caracterizar y 
evidenciar el tiempo en el que las plantas comienzan a percibir la deficiencia de P y 
desarrollan respuestas asociadas al crecimiento. Con este fin, las plantas de trigo se 
cultivaron 7 días con solución nutritiva completa (P 500 µM) y luego se dividieron en tres 
grupos que crecieron con diferentes niveles de P (H3PO4) en la solución nutritiva: 0, 50 y 
500 µM. Las plantas fueron sometidas a los distintos tratamientos durante 16 días (Figura 
3). 
 
Figura 3. Diseño del esquema experimental con diferentes niveles de P: 0, 50 y 500 µM. 
En la preparación de la solución nutritiva para el nivel 0 µM se omitió el agregado 
de H3PO4. Dado que la cantidad necesaria de Ca(OH)2 para llevar a pH difiere según la 
concentración de H3PO4, se suplió el faltante de Ca2+ con el agregado de CaCl2.  
De acuerdo a los resultados obtenidos, para evaluar el efecto del NO sobre la 
arquitectura radical durante la deficiencia de P, se utilizó S-nitrosoglutatión (GSNO), una 
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sustancia capaz de liberar NO en el medio. Las plantas fueron sometidas a los distintos 
tratamientos durante 9 días (Figura 4). 
1- +P: un grupo de plantas se cultivó con solución nutritiva Hoagland modificada 
completa durante todo el experimento (P 500 µM). 
2- -P: luego de 7 días de cultivo, un grupo de plantas se transfirió a macetas con 
solución nutritiva Hoagland modificada sin H3PO4.  
3- -P+GSNO: luego de 7 días de cultivo, un grupo de plantas se transfirió a 
macetas con solución nutritiva Hoagland modificada sin H3PO4, en presencia del dador de 
NO, GSNO, que fue adicionado en la solución nutritiva en una concentración final de 100 
µM, en cada cambio de solución.  
 
Figura 4. Diseño del esquema experimental utilizando el dador de NO (GSNO). 
2.1.4- Síntesis del dador de NO 
El dador de NO, GSNO, fue sintetizado a partir de la reacción de volúmenes 
iguales de NaNO2 140 mM en HCl 0,1 N y glutatión (GSH) 140 mM. Mediante la mezcla 
de estas dos soluciones se obtiene una solución de GSNO (de color rojo) de 
concentración 70 mM. Ésta fue utilizada inmediatamente agregándola en una 
concentración final de 100 µM en la solución nutritiva de las macetas. 
2.2 Determinaciones 
2.2.1- Determinación de la tasa de crecimiento 
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Se registró el número de hojas y macollos y se midieron la penúltima y la última 
hoja del vástago principal, tres veces por semana para obtener la tasa de crecimiento. El 
número de hojas corregido para cada día se obtuvo a partir del siguiente cálculo:  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑜𝑗𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑜 = 𝑁 − 1 + 𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 ℎ𝑜𝑗𝑎 𝑚á𝑠 𝑗𝑜𝑣𝑒𝑛
𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑎 ℎ𝑜𝑗𝑎 𝑚á𝑠 𝑗𝑜𝑣𝑒𝑛 
Donde N es el número de hojas registrado cada día. El valor de la tasa de 
crecimiento se obtuvo a partir de la pendiente del gráfico de número de hojas corregido en 
función del tiempo. 
2.2.2- Determinación del peso fresco de la raíz y del vástago 
Al momento de la cosecha, al final de los distintos tratamientos, las hojas y raíces 
se pesaron en una balanza electrónica analítica de alta precisión obteniendo el peso 
fresco (PF).  
2.2.3- Evaluación de cambios en la arquitectura de la raíz 
En el momento de la cosecha, se midió la longitud de la raíz primaria más larga de 
cada planta, se separó y se sumergió en la solución fijadora formaldehído:etanol:ácido 
acético (FAA). Posteriormente, se procedió a la tinción de la misma por inmersión en Azul 
de Evans 0,2%. Se lavaron con agua destilada y se ubicaron en una placa de vidrio para 
su escaneo (Figura 5). Las imágenes obtenidas fueron analizadas con el programa 
ImageJ para determinar el número y la longitud de los distintos tipos de raíces (raíces 
primarias, laterales de primer orden y laterales de segundo orden). 
Además, se realizó un análisis del número de raíces laterales de primer y de 
segundo orden pertenecientes a distintos rangos de longitud, para las plantas sometidas a 
los tres tratamientos ensayados (+P, -P y -P +GSNO). Los rangos elegidos para evaluar el 
desarrollo de las raíces laterales de primer orden fueron 0-10, 10-50, 50-75 y mayores a 
75 mm, mientras que para las raíces laterales de segundo orden, éstos fueron de 0-3, 3-5, 




Figura 5. Arquitectura de las raíces de plantas de trigo cultivadas en hidroponía en la 
bandeja de vidrio previo a su escaneo. 
2.2.4- Determinación de la concentración de P en raíz y vástago 
Para la determinación de la concentración de P en los tejidos vegetales se utilizó el 
método colorimétrico de fosfo-molibdo-vanadato (Kitson y Mellon, 1944). El material 
vegetal seco se incineró en forma gradual en mufla (hasta 500 ºC) hasta la obtención de 
cenizas que se resuspendieron en 200 µl de ácido nítrico y 1200 µl de agua MilliQ y se 
trasvasaron a tubos Eppendorf hasta su medida. Se preparó una curva de calibración con 
soluciones de concentraciones entre 0 y 60 ppm de P utilizando KH2PO4 como patrón. 
Luego se llevó a cabo la reacción a partir del agregado de NH4VO3 0,25% y 
(NH4)7Mo7O24.4H2O 5%, y 40 µl de muestra midiendo la absorbancia a 460 nm utilizando 
el lector de placas ClarioStar®. 
2.2.5- Análisis estadístico 
Se realizaron al menos tres experimentos independientes, cada uno con un 
mínimo de tres replicados por cada tratamiento. Los resultados fueron analizados 
estadísticamente con el programa Statistica7 mediante “one-way” ANOVA. Se utilizó el 





3.1. Caracterización del desarrollo de las plantas en condiciones de restricción 
parcial y total de P 
Con el objetivo de caracterizar el efecto de la restricción de P sobre el crecimiento 
y desarrollo de las plantas, se ensayaron tres niveles diferentes de P en el medio de 
cultivo (H3PO4): 0, 50 y 500 µM. Durante el ensayo, se registró el número de hojas, tres 
veces por semana, para el cálculo de la tasa de crecimiento. En el momento de la 
cosecha final (luego de 16 días de tratamiento), se determinó además el peso fresco de la 
raíz, del vástago y de la planta entera, la relación vástago/raíz y la longitud de la raíz 
primaria más larga.  
Luego de 16 días de restricción total de P, las plantas no mostraron cambios 
significativos en el peso fresco de la raíz respecto de las plantas cultivadas en solución 
nutritiva completa mientras que las plantas cultivadas con restricción parcial de P (50 µM) 
mostraron una biomasa radical mayor (Figura 6. A). El peso fresco del vástago (Figura 6. 
B) resultó tres veces menor en las plantas cultivadas con 0 µM de P (restricción total) 
comparado con el grupo control. En tanto que las plantas cultivadas con P 50 µM no 
mostraron diferencias significativas en el peso de la parte aérea respecto de las plantas 
cultivadas con P 500 µM. 
El análisis de la biomasa total de las plantas (Figura 6. C) indicó que existe una 
reducción significativa en el peso fresco de las plantas cultivadas con restricción total de P 
respecto de las plantas que crecieron en soluciones nutritivas con agregado de P (50 o 
500 µM). 
Como resultado del análisis de la relación vástago:raíz (Figura 6. D), se 
encontraron diferencias significativas entre los tres tratamientos luego de los 16 días, 
observándose una menor relación vástago:raíz a medida que disminuye la concentración 
de P en la solución nutritiva. La relación vástago:raíz fue 2,4 veces menor en las plantas 
cultivadas en condiciones de restricción total de P (sin agregado de H3PO4) en relación a 
las plantas cultivadas con suministro óptimo de P (500 µM). Mientras que en las plantas 
cultivadas bajo restricción parcial de P (50 µM) fue 1,4 veces menor respecto de la 




Figura 6. Efecto de distintos niveles de P sobre el crecimiento de plantas de trigo. Un grupo 
de plantas fue cultivado con 500 µM de P ( ), otro con 50 µM de P ( ) y el tercero en 
restricción total, 0 µM de P ( ) durante 16 días. Los resultados se indican como la media ± 
ES. Las letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos. ANOVA, test de 
Tukey Post hoc (p<0,05). 
En relación con la longitud de la raíz primaria más larga, se observaron diferencias 
significativas en el grupo de plantas que crecieron en condiciones de deficiencia completa 
y parcial de P (0 y 50 µM, respectivamente), siendo superior con respecto a las plantas 




Figura 7. Efecto del tratamiento con distintos niveles de P sobre la longitud de la raíz 
primaria más larga en plantas de trigo. Un grupo de plantas fue cultivado con 500 µM de P (
), otro con 50 µM de P ( ) y el tercero en restricción total, 0 µM de P ( ) durante 16 días. 
Los resultados se indican como la media ± ES. Las letras distintas indican diferencias 
significativas entre tratamientos. ANOVA, test de Tukey Post hoc (p<0,05). 
Se graficó el número de hojas corregido en función del tiempo y a partir de las 
pendientes correspondientes, se determinó la tasa de crecimiento para cada uno de los 
niveles de P ensayados, 500, 50 y 0 µM (Figura 8. A, B y C, respectivamente). Se puede 
destacar que la tasa de crecimiento en las plantas cultivadas en condiciones de restricción 
total de P (0 µM) a medida que transcurrió el ensayo resultó menor respecto de las 
plantas cultivadas con solución nutritiva con agregado de H3PO4 (50 y 500 µM), 
observándose una restricción del crecimiento hacia el final de experimento. Las plantas 
cultivadas en condiciones de restricción parcial, fueron capaces de mantener una tasa de 
crecimiento cercana al grupo control. 
 
 
Figura 8. Aumento del número de hojas corregido en función del tiempo durante 16 días de 




El análisis de los gráficos obtenidos previamente mostró que ya a 9 días de 
tratamiento (16 días de cultivo) (Figura 9), comienzan a evidenciarse diferencias 
significativas en la tasa de crecimiento en las plantas creciendo en condiciones de 
restricción total de P, siendo un 13 % menor con respecto a las plantas cultivadas con 
niveles de P de 50 y 500 µM. 
 
Figura 9. Variación del número de hojas corregido en función del tiempo durante 9 días de 
tratamiento para los tres niveles ensayados: 500, 50 y 0 µM. 
Luego de 16 días de tratamiento, el grado de crecimiento de las raíces dificulta su 
análisis con la metodología planteada. Por lo tanto, teniendo en cuenta estos resultados, 
se eligieron 9 días de restricción total de P como el tiempo de cosecha y tratamiento para 
caracterizar tempranamente las respuestas de las raíces frente a la restricción de P y los 
efectos de la exposición a NO, evaluando el peso fresco de la raíz, del vástago y de la 
planta entera, como así también la arquitectura de las raíces y la distribución de P tanto 




3.2 Efecto de la exposición a NO exógeno sobre el crecimiento en plantas de trigo 
sometidas a deficiencia de P 
Para evaluar el efecto de la exposición a NO sobre el crecimiento en plantas de 
trigo sometidas a condiciones de restricción completa de P durante 9 días, se analizó el 
peso fresco de la raíz y del vástago y de la planta entera en grupos de plantas cultivadas 
en solución nutritiva completa (+P), en solución deficiente en P (-P) y en solución 
deficiente en P en presencia del dador de NO (-P+GSNO). Se calculó, además, el 
cociente entre la biomasa de vástago y la de raíz (relación vástago: raíz), como un 
estimador de la partición de biomasa entre ambos órganos. También se determinó la 
concentración de P en raíces y vástago, y su acumulación en vástago. 
Luego de 9 días de tratamiento, el peso fresco de la raíz de las plantas cultivadas 
en condiciones de restricción de P en presencia de GSNO fue menor que el peso fresco 
de la raíz de las plantas del grupo control (Figura 10. A). Se observó una reducción del 
peso fresco del vástago de las plantas cultivadas en condiciones de restricción de P, tanto 
en ausencia como en presencia de GSNO, siendo más marcada en este último grupo 
(Figura 10. B). De manera similar, el análisis de la biomasa total indicó que hubo una 
reducción del 25% en el peso fresco de las plantas restringidas en P en ausencia del 
dador de NO y del 37% en las plantas expuestas a NO, en comparación con las plantas 




Figura 10. Efecto de la aplicación de NO exógeno sobre el crecimiento de plantas de trigo en 
condiciones de deficiencia de P. Un grupo de plantas fue cultivado con solución completa 
de P ( ), otro con restricción completa de P ( ) y el tercero en restricción total de P en 
presencia del dador de NO ( ) durante 9 días. Los resultados se indican como la media ± 
ES. Las letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos. ANOVA, test de 
Tukey Post hoc (p<0,05). 
Por otra parte, se observó una menor relación vástago:raíz en las plantas 
cultivadas en condiciones de restricción de P, que resultó más marcada en las plantas 
expuestas al dador de NO (Figura 10. D). 
Se determinó la concentración de P en raíz y vástago de acuerdo a la metodología 
descripta en materiales y métodos. Las plantas deficientes en P, independientemente de 
la exposición a GSNO, mostraron una menor concentración de P tanto en las raíces y los 
vástagos respecto de las plantas cultivadas con solución nutritiva completa (Figura 11. A). 
Curiosamente, el NO exógeno condujo a un menor porcentaje de acumulación de P en la 




Figura 11. Concentración de P en raíces ( ) y vástago ( ) (panel A) y porcentaje de 
acumulación de P en vástago (panel B). Los resultados se indican como la media ± ES. Las 
letras distintas indican diferencias significativas, ANOVA, test de Tukey Post hoc (p<0,05). 
3.3 Análisis de la arquitectura de la raíz en plantas deficientes en P: efecto del 
agregado de NO exógeno 
Luego de 9 días de tratamiento, las plantas sometidas a restricción total de P 
mostraron una raíz primaria más larga en comparación con las plantas suficientes en P, 
en tanto que el tratamiento con GSNO parece inhibir este alargamiento (Figura 12). Las 
plantas cultivadas en condiciones de restricción de P, expuestas al dador de NO, no 
mostraron diferencias significativas en la longitud de la raíz primaria más larga respecto 
de las plantas control. 
 
Figura 12. Efecto de la aplicación de NO exógeno sobre la longitud de la raíz primaria más 
larga de plantas de trigo en condiciones de deficiencia de P. Un grupo de plantas fue 
cultivada con solución completa de P ( ), otro con restricción completa de P ( ) y el tercero 
en restricción total de P en presencia del dador de NO ( ) durante 9 días. Los resultados se 
indican como la media ± ES. Las letras distintas indican diferencias significativas entre 
tratamientos.ANOVA, test de Tukey Post hoc (p<0,05). 
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Al analizar el desarrollo de las raíces laterales, se observó que las plantas 
cultivadas en condiciones de restricción completa de P no presentaron una modificación 
en el número total de raíces laterales de primer orden (Figura 13. A, barras negras), pero 
la longitud total de las mismas (resultante de la sumatoria de las longitudes de cada raíz 
lateral de primer orden) muestra una tendencia a aumentar (aunque no significativa) 
(Figura 13. B, barras negras). Tanto el número como la longitud total de las raíces 
laterales de primer orden en las plantas expuestas a NO exógeno en condiciones de 
deficiencia de P resultaron similares a los valores obtenidos en las plantas control. 
Las plantas que crecieron en condiciones de deficiencia de P presentaron un 
mayor número de raíces laterales de segundo orden en relación a las plantas control y a 
las plantas cultivadas en deficiencia de P expuestas al dador de NO, sugiriendo que el 
tratamiento con GSNO contrarresta el efecto de la privación de P sobre el desarrollo de 
estas raíces (Figura 14. A, barras grises). En cuanto a la longitud total de las raíces 
laterales de segundo orden (resultante de la sumatoria de las longitudes de cada raíz 
lateral de segundo orden), se observó que las plantas cultivadas en solución deficiente en 
P presentaron una mayor longitud total, comparado con las plantas del grupo control. La 
exposición al NO exógeno parecería bloquear el efecto de la privación de P sobre la 
longitud total de las raíces laterales de segundo orden, ya que no se encontraron 
diferencias significativas entre las plantas cultivadas en condiciones de restricción de P 
expuestas al dador de NO y las plantas que crecieron en solución completa de P (Figura 
14. B, barras grises). 
 
Figura 14. Efecto de la aplicación de NO exógeno sobre el número y la longitud total de 
raíces laterales de plantas de trigo en condiciones de deficiencia de P. Las barras de color 
negro ( ) hacen referencia a las raíces laterales de primer orden, mientras que las barras de 
color gris ( ) representan a las raíces laterales de segundo orden. Los resultados se 
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indican como la media ± ES. Las letras distintas indican diferencias significativas entre 
tratamientos. ANOVA, test de Tukey Post hoc (p<0,05). 
Con el fin de profundizar el estudio de las raíces laterales, se realizó un análisis del 
número de raíces laterales, según rangos de longitud (Figura 15. A y B). En relación con 
las raíces laterales de primer orden (Figura 15. A), no se encontraron diferencias 
significativas en los rangos de 0-10 mm y mayores a 75 mm. Sin embargo, las plantas 
cultivadas en restricción total de P presentaron un menor número de raíces laterales entre 
10-50 mm, independientemente de la exposición al dador de NO, con respecto al grupo 
control. En tanto que el número de raíces laterales en el rango 50-75 mm fue mayor en las 
plantas cultivadas en solución restringida en P comparado con las plantas que crecieron 
en solución completa, mientras que el grupo de plantas cultivadas en deficiencia completa 
de P expuestas al dador de NO se posicionó en un nivel intermedio y no mostró 
diferencias estadísticamente significativas respecto del grupo control. 
 
Figura 15. Número de raíces laterales de primer orden y de segundo orden de cada rango de 
longitudes (A y B, respectivamente). A: número de raíces laterales de primer orden de 
longitud comprendida 0-10 mm ( ); 10-50 mm ( ); 50-75 mm ( ); mayor a 75 mm   ( ). B: 
número de raíces laterales de segundo orden de longitud comprendida 0-3 mm ( ); 3-5 mm (
); 5-7,5 mm ( ); mayor a 7,5 mm ( ). Los resultados se indican como la media± ES. Las 
letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos.ANOVA, test de Tukey 
Post hoc (p<0,05). 
En la Figura 15. B, se muestra el número de raíces laterales de segundo orden 
según su rango de longitud. Las plantas cultivadas en condiciones de deficiencia de P 
presentaron un mayor número de raíces en los rangos de mayor longitud (de 3-5; 5-7,5 y 
mayores a 7,5 mm), mientras que el rango de 0-3 mm muestra una tendencia a disminuir, 
comparado con el grupo de plantas cultivadas con solución nutritiva completa. El 
tratamiento con GSNO mostró una tendencia a contrarrestar nuevamente los efectos de la 
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deficiencia de P sobre el crecimiento de las raíces laterales de segundo orden en los 
rangos 3-5; 5-7,5 y mayor a 7,5 mm, excepto en el rango más bajo (0-3 mm). 
Las plantas privadas de P mostraron cambios fundamentalmente en el desarrollo 
de raíces laterales de segundo orden, las cuales resultaron de mayor longitud respecto de 
las plantas cultivadas con solución nutritiva completa. La exposición a NO exógeno 
parecería suprimir parcialmente estos efectos de la restricción de P sobre la arquitectura 
radical (Figura 16). 
 


















En los experimentos desarrollados en este trabajo final de carrera se generaron y 
caracterizaron condiciones de restricción de P en plantas de trigo (Triticum aestivum cv 
Maringa), y se analizó el efecto de la adición de un dador de NO sobre la arquitectura de 
las raíces de las plantas cultivadas en condiciones de restricción total de P. Los ensayos 
se realizaron en cámara de cultivo e hidroponia, ya que este sistema nos permitió 
controlar variables como la concentración de P y facilitó el análisis posterior de las raíces 
de las plantas.  
En los ensayos llevados a cabo inicialmente para caracterizar el crecimiento y las 
condiciones de deficiencia de P, se observó que en las plantas sometidas a restricción 
total de P (0 µM), la tasa de crecimiento fue cada vez menor, observándose un 
crecimiento casi nulo hacia el final del experimento (16 días de restricción) (Figura 8). 
Este efecto concuerda con lo informado por Mollier y Pellerin (1999), empleando plantas 
de maíz bajo condiciones de cultivo similares a las ensayadas en este trabajo (midieron el 
número de hojas expandidas y el área foliar cada tres días hasta la cosecha en el día 16 
de restricción). Cogliatti y Clarkson (1983), también analizaron la tasa de crecimiento de 
plantas de papa (Solanum tuberosum cv. Desiree) cultivadas bajo restricción de P y 
encontraron que la misma se inhibió significativamente a los 5 días de deficiencia 
respecto de las plantas control. La reducción del crecimiento en las plantas cultivadas con 
restricción total de P podría deberse a una mayor movilización de carbohidratos hacia la 
raíz en detrimento de los vástagos (Anuradha y Narayanan, 1991). 
Han sido observadas diversas respuestas fisiológicas a la baja disponibilidad 
externa de P, algunas de las cuales varían en gran medida entre especies. Así, mientras 
que el bajo suministro de P conduce a una reducción de la elongación de las raíces en 
Arabidopsis y otras especies (Jiang y col., 2007), en trigo se ha observado un incremento 
de la longitud de la raíz primaria más larga (Recatume, 2016) y del peso seco de la raíz 
(Wang y col., 2013). En ambos grupos de plantas existe una clara tendencia a la 
acumulación diferencial de biomasa en la raíz, con respecto al vástago, así como a la 
proliferación de raíces laterales (Jiang y col., 2007). 
 
Las plantas cultivadas en restricción de P durante los tiempos ensayados en este 
trabajo, presentaron una menor relación vástago: raíz. Esto significa que asignaron más 
biomasa a las raíces respecto de las plantas cultivadas con niveles suficientes de P 
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(Figuras 6 y 10) lo cual permite sugerir que la planta distribuye el nutriente residual a favor 
del crecimiento y desarrollo de la raíz respecto del vástago, en pos de aumentar la 
superficie radical y favorecer su captura. Estos resultados coinciden con lo señalado por 
Olivera y colaboradores (2004) que estudiaron el efecto de la deficiencia de P sobre el 
crecimiento en Phaseolus vulgaris. Estos autores plantearon que ante condiciones de 
restricción de P se inhibe la expansión de las células de los vástagos, reduciendo 
significativamente el área foliar debido a una menor movilización de carbohidratos hacia 
estos tejidos. Además, Harberd y colaboradores (2009) sugirieron que este efecto podría 
estar parcialmente regulado por la vía de giberelinas-proteínas DELLA. La deficiencia de 
P induciría la acumulación de proteínas DELLA como consecuencia de la reducción de los 
niveles de giberelinas activas con la consecuente restricción del crecimiento. 
Para avanzar en torno al análisis de los efectos del NO exógeno sobre la 
arquitectura de la raíz en plantas de trigo deficientes en P, y de acuerdo a los resultados 
obtenidos en una primera etapa de caracterización de la restricción, se eligió como tiempo 
óptimo de cosecha 9 días (16 días de crecimiento), ya que en este tiempo se encontraron 
diferencias significativas en las tasas de crecimiento entre las plantas controles (+P) y 
deficientes (-P) y el sistema radical presentaba un desarrollo adecuado para su análisis 
(Figura 9).  
De acuerdo a lo descripto previamente en Materiales y métodos, se trabajó con 
plantas controles, plantas creciendo en condiciones de restricción total de P y plantas 
restringidas en P en presencia de GSNO, un dador de NO. Bajo las condiciones 
experimentales descriptas en este trabajo, la concentración de P en el vástago y las 
raíces de las plantas restringidas en P se redujo como consecuencia de la falta de 
incorporación de P desde la solución nutritiva (Figura 11). El agregado de NO exógeno no 
produjo cambios significativos en el contenido de P respecto de las plantas deficientes en 
P. Estos resultados coinciden con lo observado por Ramos Artuso y colaboradores (2018) 
en plantas de maíz cultivadas condiciones de suficiencia y deficiencia de P, en presencia 
o ausencia de GSNO 100 µM durante 21 días. Sin embargo, cabe mencionar que la 
exposición a NO exógeno condujo a un menor porcentaje de acumulación de P en la parte 
aérea (con una tendencia a aumentar el contenido de P en la raíz). Estos resultados 
podrían indicar cambios en la distribución de P dentro de la planta. En este sentido, ha 
sido descripto que el NO mejoró algunos síntomas de la deficiencia de Fe, como la 
28 
 
clorosis, en plantas de maíz, sin cambios en el contenido total de Fe, debido a variaciones 
en la disponibilidad interna del nutriente (Graziano y col., 2002). 
La aplicación de NO exógeno en plantas restringidas en P acentuó aún más la 
disminución del peso fresco del vástago, de la raíz y la relación vástago: raíz (Figura 10), 
lo cual podría indicar un efecto inhibitorio del NO en el crecimiento de estos órganos. 
Tales resultados concuerdan con lo hallado por Ramos Artuso y col. (2018) quienes 
evidenciaron una caída (aunque no estadísticamente significativa), de la acumulación de 
biomasa tanto en raíz como en vástago de plantas en condición de déficit de P tratadas 
con GSNO. 
En especies que no desarrollan raíces proteoides, la reorganización de la 
arquitectura del sistema radical bajo deficiencia nutricional generalmente incluye el 
desarrollo de raíces laterales y la inhibición de la extensión de la raíz primaria con la 
participación de auxinas (Reed y col., 1998). En este trabajo experimental, las plantas 
sometidas a restricción total de P mostraron una raíz primaria más larga en comparación 
con las plantas suficientes en P, en tanto que el tratamiento con GSNO pareció inhibir 
este alargamiento. El efecto del NO sobre la raíz primaria se describió en plantas de 
tomate en condiciones de suficiencia nutricional, donde el tratamiento con otro dador de 
NO (nitroprusiato de sodio, SNP) también redujo la longitud de la raíz primaria (Correa-
Aragunde y col., 2004). En plantas de Arabidopsis, se observó un efecto inhibitorio del 
tratamiento con NO exógeno (SNP) tanto en plantas controles (suficiencia de P) como con 
privación de P (Wu y col., 2014). En este trabajo los autores confirmaron que el NO 
contrarresta el efecto estimulatorio de las giberelinas sobre el crecimiento de la raíz 
primaria en condiciones de restricción de P. El NO estabiliza las proteínas DELLA 
(reguladoras negativas de la señalización por giberelinas), interactuando en forma 
antagónica para regular el crecimiento de la raíz primaria en condiciones de suficiencia y 
deficiencia de P.  
En condiciones de restricción total de P, las plantas de trigo mostraron un sistema 
radical más voluminoso en comparación con las plantas suficientes en P con un mayor 
número y longitud de raíces laterales de segundo orden. La exposición a NO generado 
exógenamente parecería bloquear el efecto de la privación de P sobre el desarrollo de las 
raíces laterales de segundo orden. Ha sido descripto que el NO forma parte de los 
eventos moleculares involucrados en el desarrollo de raíces adventicias inducido por 
auxinas en plantas de pepino (Pagnussat y col., 2002). En plantas de tomate, la aplicación 
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de un dador de NO (SNP) indujo la elongación y emergencia de raíces laterales en forma 
dependiente de la dosis, operando en un camino de transducción de señales mediado por 
auxinas (Correa Aragunde y col., 2004). Sin embargo el efecto del NO y la interacción con 
auxinas sobre el desarrollo de raíces laterales en condiciones de deficiencia de P aún no 
ha sido documentado. El empleo de otros dadores y atrapadores de NO y la medición de 
los niveles de NO en cada sistema, permitirán confirmar el efecto de esta especie química 
en la morfología de la raíz, bajo condiciones de escasez de P y ahondar en los 


























En este trabajo se analizó el efecto del NO sobre la arquitectura radical de plantas 
de trigo sometidas a restricción de P, lo cual implicó el trabajo con un dador de NO 
(GSNO) a fin de evaluar modificaciones en tales respuestas. Bajo las condiciones 
experimentales analizadas aquí, y en los tiempos ensayados hasta el momento, el GSNO 
tendió a contrarrestar los efectos de la restricción de P en la arquitectura del sistema 
radicular, en forma distinta a los efectos observados en otras especies en cuanto al 
desarrollo de raíces laterales, refutando la hipótesis planteada inicialmente. Sin embargo 
esto podría, al menos en parte, estar relacionado con un cambio en la distribución de P 
entre las raíces y la parte aérea, a tiempos cortos de restricción. En este sentido, se 
propone realizar experimentos adicionales para comprender el papel del NO en la 
distribución del P interno a estos tiempos de tratamiento (y evaluar otras formas de P -
como P inorgánico, P orgánico soluble en ácido, P proteico, P lipídico y P presente en 
ácidos nucleicos- y enzimas involucradas en la redistribución del P interno).  
Se cumplieron favorablemente los objetivos planteados en este trabajo final de 
carrera ya que se caracterizaron cambios morfológicos y bioquímicos en plantas de trigo 
cultivadas en condiciones de deficiencia de P y se analizó el papel del NO en la 
modificación de la arquitectura radical desencadenada como consecuencia de la 
deficiencia. Futuros experimentos permitirán confirmar su participación y profundizar en 
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